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B RESUME CONSOLIDE PUBLIC 







une  menace  réelle  sur  l’approvisionnement  mondial  en  caoutchouc  naturel  (consommation  de  10 
Mt/a). Cette production est en effet assurée par  la culture d’une seule espèce, l’hévéa, dont  la quasi‐
totalité des plantations est constituée de variétés à haut rendement en latex, mais totalement sensibles 
à  Microcyclus.  Le  Cirad  et  Michelin  conduisent,  en  partenariat  au  Brésil  (CMB),  un  programme 
d’amélioration  génétique  exploitant  les  résistances  naturelles  identifiées  dans  les  ressources 
génétiques de la plante. L’enjeu est double. Il vise d’une part le développement de l’hévéaculture en 
Amérique  Latine,  zone  d’endémisme  de  la  maladie,  et  d’autre  part  l’anticipation  des  risques 
d’introduction de Microcyclus dans les zones de production, localisées principalement en Asie du Sud‐
Est.  Le  présent  projet  nous  a  permis  d’intensifier  les  recherches  en  génétique  et  génomique  et 
d’améliorer ainsi nos connaissances sur  la nature et  la diversité des gènes conférant des  résistances 
durables.  Parallèlement,  cela  nous  a  également  permis  de  développer  de  nouveaux  outils 
d’identification, de marquage et de sélection de ces gènes. 
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Identification  de  facteurs  génétiques  de  résistance  par  deux  approches  convergentes  : 
cartographie génétique et clonage de gènes candidats 
  L’objectif premier était d’identifier  les  facteurs génétiques majeurs déterminant  la  résistance 
de plusieurs variétés d’hévéa. L’application de la cartographie génétique sur descendances nous avait 




été  évalué  soit  en  conditions  naturelles  d’infestation  (au  champ),  soit  en  conditions  d’inoculations 
contrôlées. Parallèlement, la cartographie de leur génome a été réalisée, à Montpellier, à l’aide d’une 
collection  préexistante  de  plusieurs  centaines  de  marqueurs  moléculaires,  permettant  le  balisage 
complet des chromosomes, mais n’ayant pas de lien fonctionnel avec la résistance. Le second objectif 
du  projet  était  d’enrichir  cette  ressource  moléculaire  par  le  clonage  et  la  cartographie  de  gènes 




  Nous  avons pu montrer que  la  résistance  à Microcyclus de  chacune des variétés  étudiées  est 
majoritairement  gouvernée  par  1  gène  majeur,  différent  pour  chacune  des  variétés,  et  non  par  la 
combinaison de nombreux gènes à effet faible. Cette découverte originale offre des perspectives très 
favorables de création de variétés améliorées, à partir d’un nombre très réduit de gènes de résistance. 















Au  premier plan, dégâts  causés  par Microcyclus 
ulei  sur une variété d’hévéa  sensible  (plantation 
Michelin de Bahia, PMB, Mai 2004).  
A  l’arrière  plan,  variété  tolérante  au  feuillage 
sain,  illustrant  l’existence  de  résistances 





GENESALB  est  un  projet  de  recherche  appliquée,  coordonné  par  le  Cirad  et  associant  des 
institutions publiques et privées,  françaises et brésiliennes  (Cirad, UESC, Michelin France et Brésil). 
D’une durée de 36 mois (Janvier 2008 à Décembre 2010), il a bénéficié d’une aide de l’ANR de 400 000 
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€,  pour  un  montant  total  de  l’ordre  de  1  150  000  €.  La  dotation  ANR  a  notamment  permis  le 




B.2 RESUME CONSOLIDE PUBLIC EN ANGLAIS 
Genetics and genomics of the resistance to a devastating disease in rubber tree 
 









to SALB. The objective  is both  to allow rubber  farming development  in Latin America, endemically 
affected  by  the  disease,  and  to  prevent  the  risk  of  accidental  introduction  of  the  pathogen  in  the 
producing regions  (Asia & Africa). The objective of  the present project was  to enforce researches  in 
molecular genetics of SALB resistance. It was proposed to combine complementary actions in genetic 
mapping and  in candidate genes  identification  for speeding  the characterization of  resistance genes 
and ultimately setting a marker‐aided selection program. 
 
Genetic  mapping  and  candidate  genes:  two  complementary  approaches  for  genetic 
analysis of disease resistance 
The  goal  of  the  present  project  is  to  reveal  the  diversity  of  SALB  resistance  factors  in  order  to 
rationalize  genetic  improvement  programs.  The  research  activities  were  structured  in  three  fully 
connected  sub‐projects:  1) Genetic mapping  of  new  sources  of  resistance,  i.e.  new  progenies  from 
different  resistant  varieties,  and map  integration  of  candidate  expressed  genes.  2) Development  of 
molecular  genetic  markers  allowing  integration  of  candidate  genes  identified  in  subproject  3.  3) 
Candidate genes identification based on their expression profile during disease development in either 








cultivar  analyzed  by  genetic  mapping  led  to  the  identification  of  a  new  resistance  factor.  These 
original results constitute a favorable context for a marker aided selection of cultivars combining high 
yield and high level of SALB tolerance. 
















GENESALB  is  France‐Brazil  applied  research  project  coordinated  by  Cirad.  The  partnership 



















‐ ANNEXE 1 – Sous‐projet 1 «Cartographie génétique »  (SP1),  informations,  tableaux et  figures 
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C.1 RESUME DU MEMOIRE 
La  maladie  sud‐américaine  des  feuilles  (SALB  pour  South  American  Leaf  Blight),  due  au 
champignon  ascomycète Microcyclus  ulei,  fait  peser  une menace  réelle  sur  l’hévéaculture mondiale 
dont dépendent 30 millions de petits planteurs des pays du  sud. L’hévéa  (Hevea  brasiliensis)  est un 
arbre originaire d’Amazonie dont  la domestication  a débuté  il y  a  135  ans  en Asie du Sud‐Est. La 
quasi‐totalité des plantations d’hévéa dans  le monde  est  constituée de variétés présentant un haut 
rendement en  latex mais totalement sensibles à Microcyclus. Le Cirad et Michelin collaborent depuis 
1992  à un projet CMB  (Cirad‐Michelin‐Brésil) visant  à  l’obtention de variétés  à  la  fois  tolérantes  à 
Microcyclus et productrices en latex afin, d’une part, de permettre le développement de l’hévéaculture 
en  Amérique  Latine,  zone  d’endémisme  de  la  maladie  et,  d’autre  part,  de  prévenir  les  risques 
d’introduction  du  pathogène  dans  les  pays  producteurs  d’Asie  et  d’Afrique.  La  cartographie 
génétique moléculaire avait été appliquée à l’analyse du déterminisme génétique (détection de gènes 
majeurs  et  de  Quantitative  Trait  Loci,  QTL)  de  la  résistance  d’une  première  accession, 
RO38 (Lespinasse  et  al.  2000a;  Le  Guen  et  al.  2007).  Le  projet  GENESALB  visait  à  renforcer 
l’investissement en recherche sur l’identification de facteurs génétiques de résistance à Microcyclus, en 
combinant  deux  approches  complémentaires :  cartographie  génétique  et  clonage  de  gènes  
différentiellement exprimés au cours de l’infection (gènes candidats). 
  L’objectif premier était d’identifier les facteurs génétiques majeurs déterminant la résistance, à 
partir  de  sources  diversifiées,  i.e.  plusieurs  variétés  résistantes  et  d’origines  géographiques  et 
génétiques différentes  (sous‐projet  1, SP1). Nous  avons  retenu  3 nouvelles variétés présentant des 
résistances efficaces. Cinq descendances étaient disponibles au Brésil ou en Guyane pour être évaluées 
sur  leur  résistance.  La  cartographie  génétique  a  été  réalisée,  à  Montpellier,  principalement  par 
marqueurs microsatellites génomiques (gSSR). Le second objectif du projet était de compléter cet outil 













profils  d’expression  au  cours  de  l’infestation  et  3)  l’identification  de  125  nouveaux  marqueurs 
moléculaires (EST‐SSR) qui ont servi à compléter les cartes construites dans le projet.  
 
C.2 ENJEUX ET PROBLEMATIQUE, ETAT DE L’ART 
SP1. Cartographie génétique 
  Lors de la conception du présent projet, le déterminisme génétique de résistance à Microcyclus 
n’était  connu que pour une  seule  source de  résistance,  la variété RO38  (Le Guen et al. 2007). Cette 
résistance est, de plus, contournée au Brésil, comme en Guyane (données non publiées, CMB). La mise 
en  place  d’un  programme  de  sélection  assistée  par  marqueur  (SAM)  impliquait  d’analyser 
préalablement  d’autres  sources  de  résistance,  pour  évaluer  la  nature  et  la  diversité  des  facteurs 
génétiques à sélectionner. Une analyse préliminaire d’une seconde variété (FX2784) en Guyane avait 
révélé  l’existence d’un gène de  résistance différent de ceux de RO38. Par ailleurs,  le programme de 
sélection CMB avait permis d’identifier des variétés présentant des résistances durables (Le Guen et al. 
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ont  été publiés par une  équipe  chinoise  (Feng  et  al.  2009). Aucune de  ces  ressources n’avaient  été 
spécialement développée pour l’étude de la résistance à Microcyclus. Le SP2 de GENESALB avait pour 
objectif le développement de marqueurs pour la cartographie génétique de gènes exprimés en relation 







de  l’hévéa  concernaient  principalement  le  laticifère,  avec  pour  objectif  de  mieux  comprendre  les 
évènements moléculaires régissant la physiologie du latex, et plus particulièrement la biosynthèse du 
caoutchouc. Ces données moléculaires représentaient une première base pour l’exploration des gènes 








C.3 APPROCHE SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE 
SP1. Cartographie génétique 
Nous avons appliqué la cartographie génétique et détection de QTL (Quantitative Trait Locus) sur 




de cartographie  retenues  (tableau 1) sont des descendances de premières générations  (F1)  issues de 












par des EST‐SSR  issus du SP2 et des AFLP  (tableau 1) et génotypés sur séquenceurs à Montpellier 
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(UMR-dap).  Les  cartes  ont  été  construites  suivant  la  stratégie  de  double  pseudo‐testcross,  avec 
établissement de 2 cartes parentales indépendantes, pour chaque descendance. 
 
Tableau 1 : Descendances retenues et analyses développées, dans le projet, pour la cartographie de QTL. le 
génome entier de l’hévéa comprend 18 Groupes de Liaison  (GL). SALB : résistance à Microcyclus ulei ; Col : 
tolérance à Colletotrichum gloeosporioides ; Cir : croissance en circonférence ; PMB : plantation Michelin de Bahia 
(Brésil) ; PEM : Plantation Edouard Michelin (Mato Grosso, Brésil) ; Combi : station expérimentale de Pointe 























PB235xFDR5597  200 Brésil-PMB génome entier SSR SALB, Col, Cir - 
PB260xMDF180 351 Guyane génome entier SSR, AFLP SALB 1 souche 
PB260xMDF180 171 Brésil-PMB génome entier SSR SALB, Col, Cir 4 souches 
PB260xFX2784 295 Brésil-PEM 1 GL : g2 gSSR SALB - 
PB260xRO38-sup a 312 Guyane 4 GL gSSR - 1 souche 






celles‐ci  les  séquences d’EST d’hévéa disponibles dans  les  banques de données  internationales,  les 
séquences EST développées spécifiquement pour ce projet (banques SSH, voir SP3). La priorité a été 
donnée au développement de marqueurs microsatellites (EST‐SSR ; voir rapport de K. Bouchata 2009), 
car  ceux‐ci  sont  relativement  simples  d’emploi,  reproductibles  et  rapides  à  mettre  en  œuvre  sur 
différentes  plateformes  (séquenceurs  LiCor  ou  capillaire ABI), mais  des  polymorphismes  de  types 
SNP ont également été testés à l’aide de la technique HRMA (High Resolution Melting Analysis). Pour 
tester le polymorphisme des marqueurs, nous avons appliqué la méthode de la cartographie sélective 
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C.4 RESULTATS OBTENUS 
SP1. Cartographie génétique 
  Nous avons construits 6 cartes parentales 
couvrant  l’ensemble  du  génome  pour  les  3 
descendances PB260 x MDF180 ‐ Guyane, PB260x 
MDF180‐Brésil et PB235xFDR5597, et 2 cartes du 
groupe  de  liaison  (g2)  pour  FX2784  (tableau 
SP1.1).  La  carte  de  FDR5597  est  illustrée  figure 
SP1.1.  Les  cartes  de  PB260  dans  le  croisement 
avec  FX2784  et  la  carte  partielle  de  RO38  non 
finalisées, ne  sont pas présentées. FX2784 mis  à 
part,  les  cartes  comprennent  de  139  à  260 
marqueurs génotypés sur 171 à 351 descendants. 
Sauf  pour  PB260xMDF180‐Guyane  où  187 
marqueurs AFLP ont été ajoutés,  la cartographie 
a  été  réalisée  uniquement  à  l’aide  de  SSR.  Les 
cartes couvrant  l’ensemble du génome ou  le GL 
cible  pour  FX2784,  nous  avons  pu  les  utiliser 
pour  la  détection  de  QTL  sur  les  données 
d’évaluation de la résistance au champ. 
Chez  MDF180‐Guyane,  la  résistance  à 
Microcyclus  est  apparue  comme  un  caractère 
qualitatif,  la  moitié  des  descendants  étant 
sensibles et  les autres résistants, et  le caractère a 











De même  pour  FX2784,  des  travaux  préliminaires  avaient  conduit  à  identifier  un  gène majeur, 
localisé sur le GL g2 et que nous avons nommé M2fx, déterminant à lui seul la résistance de FX2784 en 




un  marqueur,  mais  elle  est  néanmoins  apparue  gouvernée  essentiellement  par  1  QTL  majeur, 
expliquant à lui seul jusqu’à 62% (R2) de la variance de la résistance (tableau 2 et tableau SP1.2). Il est 






Cartes parentales QTL (désignés par leur groupe de liaison) et gènes majeurs (M#) 
MDF180-Guyane g1 - - - - g13-2 - g14-2 M15md 
MDF180-Brésil - - - - - - - g14-2 g15 c 
FDR5597-Brésil - - g9 - - - - g14-2 - 
FX2784-Brésil - M2fx - - - - - - - 
FX2784-Guyane a - M2fx - - - - - - - 
RO38-Guyane b - - - g10 M13-1bn - g14-1 - - 
a résultats obtenus antérieurement au projet, non publiés et déclarés comme "enabling technologies" 
b résultats obtenus antérieurement au projet sur la population initiale de 192 F1 (Le Guen et al. 2003) 
c co-localisation avec M15md 
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Ainsi,  les 4 géniteurs  résistants analysés en cartographie/QTL  ‐ RO38  (Le Guen et al. 2003), 
FX2784,  MDF180  et  FDR5597  –  ont  chacun  révélé  1  gène  ou  QTL  majeur  localisé  sur  des  GL 
indépendants  ‐  g13,  g2,  g15  et  g14  respectivement. En  complément,  5 QTL  à  effets  faibles  ont  été 
détectés  (tableaux  2  et  SP1.2)  et  la  résistance  au  SALB  chez  l’hévéa  apparaît  majoritairement 
gouvernée  par  des  « gènes  majeurs ».  Seul  MDF180‐Brésil  fait  exception  avec  seulement  2  QTL 













d’EMBL,  peuvent  être  intégrés  aux  cartes  génétiques  grâce  au  polymorphisme  des  EST‐SSR.  La 
fiabilité du bin mapping a été validée par cartographie classique pour 79 de ces gSSR (tableau SP1.1 et 
Fig. SP1.1),  confirmant  la prédiction de  la  localisation de  carte pour  72/79  (91%) des  cas, montrant 
l’efficacité de la méthode. 
 
Tableau 3 : Types de motif SSR détectés dans 
les EST d’hévéa et taux de polymorphisme 
révélé sur un échantillon de 19 accessions : 18 
accessions représentatives de la diversité 
d’Hevea brasiliensis et 1 accession d’une 
espèce sauvage apparentée, Hevea 
benthamiana. 










Dinucléotide 116 90 78 
Trinucléotide 84 59 70 
Tetranucléotide 7 3 43 
Pentanucléotide 5 4 80 
Hexanucléotide 4 3 75 
Composites 10 5 50 



























(sélectionnés  sur  leur  fonction)  permettrait 
d’identifier  les  causes  de  ces  différences  : 
différents fragments d’un même gène dans des 





















Gènes surexprimés seulement chez PB260
Gènes sous-exprimés seulement chez PB260
Gènes surexprimés chez PB260 et sous-
exprimés chez RO38
Gènes sous-exprimés chez PB260 et
surexprimés chez RO38Les  analyses  d’expression  par  macro‐
arrays  ont  permis  d’identifier  312  unigènes‐





grand de gènes  sous‐ ou  surexprimés  chez  le 
sensible (PB260) que chez le résistant (RO38). 
Gènes sous-exprimés chez PB260 et RO38




















Gènes surexprimés seulement chez RO38
Gènes sous-exprimés seulement chez RO38
Au total, ce sont 312 + 177 = 489 gènes 
candidats  pour  lesquels  des  marqueurs 
génétiques  sont  à  rechercher  en  vue  de  leur 
cartographie.  Pour  31  gènes  candidats,  des 
marqueurs EST‐SSR polymorphes ont d’ores et 
déjà été identifiés (voir ci‐dessus, SP2). L’étude 
d’expression  complémentaire  par  RT‐qPCR  a 
été  initiée  et  a  permis  de  valider  4  gènes 
candidats (voir rapports de stage de E. Goujon 
2009 et 2010). 
Gènes sous-exprimés chez RO38 et
surexprimés chez PB260
Gènes sous-exprimés chez PB260 et
surexprimés chez RO38
Gènes sous-exprimés chez PB260 et RO38






C.5 EXPLOITATION DES RESULTATS 
Les  EST‐SSH  produits  constituent  une  ressource  moléculaire  nouvelle  qui  pourra  être 
exploitée  pour  l’analyse  fonctionnelle  de  voies  métaboliques  spécifiques,  en  particulier  pour  la 
réponse  aux  stress  biotiques. Mais  les  gènes  candidats,  sélectionnés  sans  a  priori  de  fonction mais 
d’après leur différentiel d’expression (macro‐arrays) ont d’ores et déjà servi à produire des marqueurs 
moléculaires  (125 EST‐SSR) qui eux mêmes ont été utilisés pour  la  cartographie génétiques dans  le 
projet. La cartographie QTL a permis de révéler et marquer 3 gènes et QTL majeurs et les données de 
génotypage  produites  serviront,  dans  le  cadre  du  programme  d’amélioration  CMB  à  la  sélection 
d’hévéas présentant un bon niveau de résistance à Microcyclus.  
 
C.6 DISCUSSION  




















l’expression est potentiellement  liée au caractère cible,  i.e.  la résistance à Microcyclus. Cependant, de 
nombreux  gènes  candidats  restent  à  cartographier  et  il  apparaît  nécessaire  de  développer  la 
cartographie de marqueurs SNP à moyen ou haut débit (KASPar, Illumina‐Véracode,…). En effet,  le 
projet a bien permis de tester différentes voies du « workflow » de développement de marqueurs, et 
l’application de  la HRMA,  par  exemple,  a montré  ses  limites. Le  temps  nécessaire  à  la  réalisation 
d’expérimentations n’a pas permis de finaliser le développement de marqueurs à partir de clones BAC 




du  développement  de marqueurs  EST‐SSR  et  SNP  qui  viendront  enrichir  les  cartes  génétiques  de 
référence. Une meilleure annotation des séquences par comparaison avec plusieurs bases de données 
et l’analyse intégrative des fonctions associées aux gènes induits ou inhibés par l’infection permettra 
une  première  interprétation  des  voies  induites  ou  réprimées  par  l’infection  dans  les  différentes 
variétés et une meilleure sélection des gènes candidats pour des études fines d’expression. L’analyse 
par  RT‐qPCR  de  quelques  EST‐SSH,  choisies  d’après  leurs  homologies  de  séquence,  a  permis  de 
confirmer  leur différentiel d’expression entre  résistant et sensible, et donc de valider  la démarche « 
SSH » pour l’identification de gènes candidats. Pour d’autres, l’absence de différentiel d’expression en 




sélection  représentative).  Le  très  faible  nombre  d’EST  communes  aux  banques  RO38  et  MDF180 





C.7 CONCLUSIONS  
Le  projet  GENESALB  nous  a  permis  de  réaliser  des  avancées  déterminantes  tant  au  niveau 
méthodologique  (ressources  moléculaires  (SSH‐EST  et  EST‐SSR),  bin‐mapping)  qu’en  termes  de 
connaissance du déterminisme  génétique de  la  résistance  à Microcyclus. Ces  résultats  renforcent  la 
position de  leader du partenariat Cirad‐Michelin en génétique de  l’hévéa en général et amélioration 
de  la  résistance à  la maladie sud‐américaine des  feuilles/SALB en particulier. De plus, nos  résultats 
originaux, montrant des déterminismes dus principalement à des gènes et QTL majeurs, créent une 




venir,  constitue  d’ores  et  déjà  une  valorisation  du matériel  créé  par  le  programme  d’amélioration 
CMB. 
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1.1 Cartes génétiques sur 3 
descendances ; marqueurs 
gSSR, EST-SSR et AFLP 
données M. Seguin 
S. Espéout 
V. Le Guen 
R. Rivallan 
réalisé comme prévu ; 
résultats sur 1 desc. 
publiés (Le Guen et al. 
2011) 
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gènes majeurs sur 2  
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C. Weber 
réalisé sur 1 descen-
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2010 2.1 Evaluation de la résistance 
à M ulei de 3 descendances 
au Brésil  






réalisé comme prévu sur 
2 ans ; mesures de 
croissance et de résistce 




2.2 Evaluation de la résistance 
à M. ulei de 2 
descendances en Guyane, 
en conditions d’inoculations 
contrôlées 
données F. Doaré 
V. Le Guen 
 
achevé sur 1 
descendance (-
MDF180) ; achèvement 
prévu en Avril 2011 pour 




3 Analyse QTL : identification 
de 3 gènes majeurs et 6 
QTL mineurs de résistance, 
sur 4 descendances (Brésil 
+ Guyane) 
données V. Le Guen 
M. Seguin 
R. Rivallan 
[résultats sur 1 
descendance publiés, Le 
Guen et al. 2011] 
2010 4 125 marqueurs EST-SSR 
polymorphes ;  









réalisé avec plus d’EST-
SSR que prévu 









congrès ; séquences 
déposées dans db-EST: 
D. Garcia, GenBank ID: 
JG294245 à JG296383 ] 
2010 6 Identification de 489 gènes 
candidats issus des 
banques SSH et sélection-




V. Pujade-Renaud  






résultats sur le couple 
PB314-MDF180, Garcia 
et al. soumis] 
2010, 
2011 
7 Séquençage GS-Flx de 41 
clones BAC hévéa pour 







- 21 clones BAC en Mars 
2010 
- 20 clones BAC pour 
Mars 2011 ; recherche 
de SSR en attente 
2010 8 Identification de marqueurs 






évaluation de la 
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E IMPACT DU PROJET 
 
E.1 INDICATEURS D’IMPACT 
Nombre de publications et de communications (à détailler en E.2) 
 






Revues à comité de 
lecture 
1 (+1 soumis)  
Ouvrages ou chapitres   







Revues à comité de 
lecture 
  



















Autres valorisations scientifiques (à détailler en E.3)  
 
 Nombre, années et commentaires  




Brevet internationaux en 
cours d’obtention 
 
Brevets nationaux obtenus 
 
 




(obtention / cession) 
 





2 projets avec l’Unicamp (Sao Paulo, Brésil) :  
1) en cours, 2008-2011 : 1 thèse Unicamp avec appui scientifique & 
technique de Michelin et du Cirad  
2) projet de réponse à l’AO France-Brésil, ANR-CNPq Avril 2011, 








E.2 LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS 
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Garcia D., Carels N., de Sousa L.A, Sizenando Andrade S.J., Pujade-Renaud V., Mattos C.R.R., 
Cascardo J.C.M. EST profiling of resistant and susceptible Hevea clones infected by Microcyclus ulei. 
Physiological and Molecular Plant Pathology, Soumis.  
[NB : il n’y a pas eu de demande d’autorisation de divulgation pour cet article car il s’agit de résultats mis à 
disposition du projet par l’UESC, mais obtenus hors financement ANR/Génoplante]  
Le Guen V., Garcia D., Doaré F., Mattos C., Condina V., Couturier C., Chambon A., Weber C., Espéout 
S., Seguin M (2011). A rubber tree’s durable resistance to Microcyclus ulei is conferred by a 
qualitative gene and a major quantitative resistance factor. TGG, on line first, DOI: 10.1007/s11295-
011-0381-7. 
 
Communications, conférences internationales : 
Argout X., Garcia D., Montoro P., Pujade-Renaud V., Ruiz M., Seguin M., Sidibé Bocs S. (2009). 
Statement of transcriptomics and bioinformatics analyses conducted at CIRAD in rubber tree: 
towards the genome analysis. In: Hevea genome and transcriptome. IRRDB Workshop on Hevea Genome 
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Genome and Transcriptome Book of abstracts. Montpellier, France: Cirad, IRRDB, IFC, p. 30-48. 
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Le Guen V, Garcia D, Doaré F, Weber C, Chambon A, Seguin M (2009) Natural pyramiding provides 
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10 October 2009, Lisbon, Portugal. Poster n° S2.P.16, abstract p.94.  
 
Communications, conférences nationales (France ou Brésil) : 
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American Leaf Blight – SALB (Microcyclus ulei) in rubber tree (Hevea spp.). In: Séminaire Génoplante 
2008. 1-3 Avril 2008, 1p. Arles, France Poster. 
 
Rapport de stages, thèses : 
Daniela Martins Koop (2010) Análise do processo de morte celular em folhas de Hevea brasiliensis 
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Ferrand. Soutenu le 17 Juin 2010, 76p. 
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Clermont-Ferrand, 36p. 
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candidats impliqués dans la résistance de l’hévéa à Microcyclus ulei. Rapport de stage de Master M2 
Professionnel. Master Biologie, Géoscience, Agronomie, Environnement, Spécialité : Biologie et 
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Le Guen Vincent (2008) Exploration de la diversité des résistances génétiques à la maladie sud-
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E.3 LISTE DES ELEMENTS DE VALORISATION 
‐ Renforcement du dispositif de recherche et du partenariat : 
 
Antérieurement au projet GENESALB, les travaux de cartographie génétique de la résistance à 
Microcyclus ont été conduits sur du matériel présent et évalué en Guyane. Le projet a permis le 
développement de ces activités au Brésil, sur du matériel créé et évalué sur les plantations Michelin. 
 
Au cours de ces trois dernières années, notre partenariat en génétique moléculaire s’est renforcé. Deux 
projets sont conduits avec le laboratoire du Dr Anete Pereira de l’université de Campinas (Unicamp, 
Sao Paulo, Brésil), 1 en cours, l’autre en construction :  
1) 2008-2011 : une thèse de l’Unicamp est conduite avec l’appui scientifique & technique de Michelin 
et du Cirad. Il s’agit de la cartographie génétique d’une descendance pour l’analyse du déterminisme 
de tolérance au froid chez l’hévéa. Une descendance créée dans le cadre de CMB, a été implantée dans 
un essai clonal à petite échelle sur la plantation PEM (Mato-Grosso) de Michelin. L’étudiante a été 
accueillie dans notre laboratoire à Montpellier (Avril-Juillet 2009), pour le génotypage et la 
cartographie de marqueurs gSSR sur cette descendance. 
2) projet de réponse à l’AO France-Brésil, ANR-CNPq 2011 « Biodiversité » : Développement de 
marqueurs SNP et diversité de populations forestières, amazoniennes d’hévéa. Ce projet pourrait 
impliquer également une équipe de l’EMBRAPA de l’Acre (Brésil). 
 
- Production technique : 
1) Collection de 6858 unigènes liés à la résistance à  M. ulei, issus des banques EST-SSH produites par 
l’UESC (D. Garcia) et par le présent projet (V. Pujade-Renaud) 
  
2) Production de 125 nouveaux marqueurs EST-SSR permettant la cartographie génétique d’EST-SSH 
produits par le projet (non publié) 
 
3) Identification de 567 séquences d’EST-SSR supplémentaires issues des banques SSH du projet, non 
testées pour le polymorphisme (499 séquences) ou monomorphes dans les descendances étudiées ici 
(68 séquences) ; données non publiées 
 
4) séquences complètes (GS-FLX – Roche) de 41 clones BAC issus de la banque BAC- hévéa - Cirad et 
correspondant à des gènes candidats (analogues de gènes-R , Rga) ou à des marqueurs proches du 
gène majeur de résistance M13-1bn (Le Guen et al. 2003) ; [disponibles au 1er semestre 2011]. 
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C3. APPROCHE SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE 




la  résistance  et  4)  descendances  de  taille  suffisante,  disponibles  en  collection  en  début  de  projet 
(déclarées  en  « enabling  technologies »  mises  à  disposition  du  projet).  Les  descendances  retenues 
(tableau 1) sont des descendances de première génération (F1) issues de croisements de type sensible x 
résistant, créées par pollinisation manuelle par le programme CMB. Ces descendances s’ajoutaient à 2 










ont  été  sélectionnés, d’après nos  cartes de  référence  (données non montrées), pour une  couverture 
optimum  du  génome  en  évitant  de  génotyper  des marqueurs  localisés  au même  endroit,  et  donc 
redondants. Nous avons ensuite complété les cartes avec les marqueurs EST‐SSR produits par le SP2 
afin  de  combler  certains  « trous »  des  cartes  et  de  confirmer  la  position  de  ces  marqueurs 
nouvellement développés. Le  génotypage  SSR  er AFLP  a  été  réalisé  sur  séquenceur Li‐Cor  et ABI 
3500xl   de  la  plate‐forme  de  génotypage  de  l’UMR‐dap  au  Cirad  à  Montpellier  (Grand  Plateau 
Technique Régional Languedoc‐Roussillon). Pour 1 descendance (PB260xMDF180‐Guyane) la carte a 
été densifiée par  génotypage  complémentaire  en Li‐Cor de marqueurs AFLP  (Amplified  Fragment 
Length Polymorphism).  
Les cartes ont été construites à l’aide du logiciel JoinMap4, suivant la stratégie du double pseudo‐




des  2  cartes  est  réalisée  grâce  aux  marqueurs  hétérozygotes,  i.e.  cartographiés  dans  les  2  cartes 
parentales (marqueurs « ponts » ou « bridge markers »). La détection de QTL a été réalisée à l’aide du 
logiciel MapQTL5, adapté aux croisements entre hétérozygotes, d’abord sur les cartes parentales, puis 
sur  les  cartes  consensus  dans  le  cas  où  des QTL  sont  détectés  chez  les  2  parents  pour  un même 
caractère. 
  Tous  les  descendants  ont  été  évalués  individuellement  pour  la  résistance  à Microcyclus  au 
champ,  i.e. en conditions naturelles d’infestation. Deux descendances présentes en Guyane  (tableau 
1.1) ont été en plus évaluées en conditions d’inoculations contrôlées. Les  inoculations sont  réalisées 
par  aspersion  de  spores  de M.  ulei,  sur  des  plants  élevés  en  chambre  climatique  (contrôle  de  la 
température et de l’éclairement, Lespinasse et al. 2000b). Les souches du champignon proviennent de 
la mycothèque  du Cirad  à Kourou.  Les  paramètres  de  résistance mesurés  ont  été  définis  par  des 
études de phytopathologie et adaptés à l’analyse de grands effectifs (Lespinasse et al. 2000a; Le Guen 
et al. 2003) : il s’agit de notations, sur une échelle de 0 à 4, de l’intensité du développement de la phase 










de QTL  sur  les données d’évaluation de  la  résistance à Microcyclus, mais aussi  sur des évaluations 
supplémentaires, non prévues initialement, de croissance en circonférence des arbres et de tolérance 
à une autre maladie foliaire (due au champignon Colletotrichum gloeosporioides), sur les descendances 
présentes au Brésil à PMB. 
Les cartes ont été construites à l’aide du logiciel JoinMap4 (option CP) et les QTL à l’aide de 



















s  total  gSSRa  EST‐SSR  AFLP  STSa  GLb  carte (cM) 
                 
FDR5597  200  219  183  36  ‐  ‐  18  1511 
PB235  200  139  124  15  ‐  ‐  19  1353 
                 
PB260‐Guyane  351  260c  152  11c  96  1  18  2648 
MDF180‐
Guyane  351  267c  157  14c  95  1  18  2028 
                 
PB260‐Brésil  171  124  93  31  ‐  ‐  18  1539 
MDF180‐Brésil  171  184  117  67  ‐  ‐  18  1638 
                 
FX2784‐Guyane 
a  125  7  7  ‐  ‐  ‐  1 (g2)  35 
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Tableau SP1.2 : QTL détectés au champ chez MDF180 et FDR5597, par le test non paramétrique de Krukal‐Wallis, 
par « Interval Mapping »  (IM) ou par « Multiple QTL Model »  (MQM), pour  les  caractères densité de  stromas 
(DS)  et  type de  réaction  (TR) pour  la  résistance  à Microcyclus,  tolérance  à Colletotrichum  gloeosporioides  (Col) et 
croissance  en  circonférence  (Cir).  Le  seuil  de  signification  en  IM  et  MQM  a  été  déterminé  par  tests  de 
permutations (LOD 3,0 pour toutes les conditions). 
        Kruskal‐Wallisc  IM MQM 
Caractère  GL  Marqueura 
Position








DS  g1  a134  0,0  10,3  <0,005    1,8  2,9    4,6  1,1  T2086 
  g14  M124(1)  0,0  8,0  <0,005    1,2  1,9    3,3  0,9  T2086 
  g15  T2086  +1,0  181,7  <0,0001    147,3  91,6    ‐  ‐  ‐ 
TR  g15  T2086  +1,0  168,5  <0,0001    86,9  80,1    ‐  ‐  ‐ 
MDF180‐Brésil 
DS  g14  a282(1)  +15,4  ns  ns    ns  ‐    3,5  14  a289 
  g15  a289  +3,0  16  <0,0001    4,3  12,6    ‐  ‐  ‐ 
TR  g15  a289(2)  0,0  12  <0,0005    2,8  7,6    ‐  ‐  ‐ 
Col  g3  SSH113  +3,0  ns  ns    3,4  14,5    ‐  ‐  ‐ 
Cir  g1  a200  +5,0  11,3  0,001    3,1  14,6    ‐  ‐  ‐ 
FDR5597‐Brésil 
DS  g14  T2611(1)  ‐7,6  100,5  <0,0001    40,6  61,9    ‐  ‐  ‐ 
  g9  A2698  0,0  15,2  0,0005    ns  ‐    3,3  4,6  T2611 
TR  g14  T2611(1)  ‐7,6  70,2  <0,0001    23,6  40,9    ‐  ‐  ‐ 
Cir  g14  T2611(1)  ‐7,6  91,0  <0,0001    27,2  44,7    ‐  ‐  ‐ 













le  gène  majeur  de  résistance  à M.  ulei M2fx  détecté 
chez  FX2784.  Cartes  parentales  construites 
indépendamment  sur  les  descendants  PB260xFX2784 
de Guyane ou du Brésil 
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Détection de QTL en conditions contrôlées 
  Antérieurement au projet GENESALB, la descendance PB260xMDF180‐Guyane a été évaluée 
en  conditions  d’inoculations  contrôlées  à  l’aide  de  3  souches  isolée  de M.  ulei  conservées  dans  la 




  Les  résultats de détection de QTL pour ces 3  souches sont présentés  tableau SP1.3. Comme 
pour  la  résistance au  champ,  le déterminisme de  la  résistance vis‐à‐vis de  souches  isolées  apparaît 
gouverné principalement par un facteur génétique majeur (QTL avec un LOD score > 40) expliquant 





Il  avait  été  programmé  des  inoculations  avec  une  quatrième  souche,  afin  de  confirmer 
l’éventuelle spécificité de ces QTL majeurs. Ces inoculations ont bien été réalisées sur la descendance 
complète,  mais  probablement  en  raison  d’une  erreur  d’identification  de  la  souche  utilisée,  les 
paramètres de résistance (LD et RT) ségrégeaient peu et aucun QTL significatif n’a été détecté. 






seuil  de  signification  en  Interval Mapping  (IM)  et Multiple QTL Model  (MQM)  a  été  déterminé  par  tests de 
permutations (LOD 3,0). 













RT  g10  a31  ‐0,5  12,8  <0,0005    2,7  6,4    3,4  7,7  T2086 
  g13  A2757  ‐7,0  92,9  <0,0001    42,2  73,8    43,3  67,7  T2086
  g14  TA2545  0,0  9,1  <0,005    1,9  4,6    3,3  5,3  T2086
  g15  T2086(1)  0,0  20,7  <0,0001    4,3  9,9    5,6  6,2  A2757
LD  g13  A2757  7,0  94,2  <0,0001    32,3  64,4    31,9  59,4  T2086
  g15  a289(1)  0,0  18,4  <0,0001    3,4  8,0    3,7  4,6  A2757
PMB23.1 
RT  g13  A2757  ‐7,0  94,2  <0,0001    43,7  76,8    42,1  68,5  T2086
  g15  T2086(1)  0,0  17,3  <0,0001    3,8  8,9    5,1  5,2  A2757
LD  g13  A2757  ‐7,0  91,8  <0,0001    33,5  67,7    32,0  60,3  T2086
  g15  a289(1)  0,0  17,0  <0,0001    3,4  8,0    3,6  4,5  A2757
CB101 
RT  g15  T2086(1)  +1,0  109  <0,0001    44,7  67,1    44,3  65,7  A2757 

































nombre  a  été  réduit 
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Recherche de marqueurs SNP dans les gènes candidats : 
C4. RESULTATS OBTENUS 
Un sous ensemble de 678 unigènes (gènes candidats) avait été identifié par le SP3, après une 
première  analyse  des  résultats  des  macro‐arrays  et  ajout  d’un  certain  nombre  de  gènes  d’intérêt 
particulier, tels que des analogues de gènes de résistance (Resistance Gene Analogues, Rga ou Gènes‐
R). Nous avons testé  la présence de SNP par une technique de détection des polymorphismes basée 
sur  l’analyse  des  courbes  de  fusion  des  produits  PCR.  Cette  technique  permet  de  distinguer  des 
génotypes  qui  présentent  un  décalage  significatif  dans  leur  courbe  de  fusion  du  à  des 
polymorphismes de  séquences  (technique dite de HRMA pour High Resolution Melting Analysis). 
Une phase de mise  au point  sur quelques paires d’amorces  a  été  initiée  et a permis d’optimiser  le 
protocole. Parmi  les 678 gènes candidats, 31 contenaient des motifs microsatellites. Parmi ces 31, 23 
ont  pu  faire  l’objet  d’un  design  d’amorces  soit  automatique  soit  manuel  en  relâchant  certaines 
contraintes. 
Sur  l’ensemble des  678  candidats,  266  correspondent  à des  contigs de  2  séquences ou plus 
d’EST‐SSH et 412 à des singletons. Une recherche de SNP in silico a été effectuée, à l’aide du pipeline 
ESTtik, à partir des alignements de séquences dans les contigs. Seuls les contigs présentant un nombre 
suffisant  de  séquences  chevauchantes  permettent  de  valider  la  présence  d’un  SNP.  Nous  avons 
néanmoins pu identifier 62 unigènes présentant au moins un SNP.  
Quatorze couples d’amorces ont été définis spécifiquement pour  le génotypage de SNP par 
HRMA et  les  tests d’amplification et de polymorphisme ont été réalisés sur  le même échantillon de 
génotypes que pour  les EST‐SSR. A  ce  jour 42 autres  couples d’amorces  restent à  tester. Sur  les 14 
couples,  11  ont  donné  un  produit  d’amplification  spécifique  et  7  (50%)  ont  présenté  des  groupes 








C3. APPROCHE SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE 
Un ensemble de 42 clones BAC, issus de la banque BAC hévéa du Cirad, avaient été identifiés 
par hybridation sur membranes hautes densité, comme correspondant à des régions chromosomiques 
d’intérêt pour  la  résistance  à Microcyclus  (Seguin  et  al.  2006). Ces  clones BAC  se  répartissent  en  2 
catégories,  une  première  regroupant  des  clones  contenant  des  Rga  de  type  NBS‐LRR,  une  autre 
comprenant  des  clones  BAC  choisis  car  contenant  une  sonde  proche  du  majeur  de  résistance  à 
Microcyclus M13‐1bn (Le Guen et al. 2003). Des séquences d’extrémités de ces clones BAC avaient été 
produites  (EMBL  accession  numbers:  DQ115593  à  DQ115640)  pour  l’identification  de  marqueurs 
gSSR. Ces séquences partielles n’avaient pas permis d’identifier suffisamment de marqueurs et nous 
avons  entrepris  le  séquençage  complet  des  mêmes  clones  BAC.  Cette  étude  nous  permettra  de 
densifier  le marquage de zones d’intérêt, d’initier une  réflexion  sur  le  séquençage de  l’hévéa grâce 
notamment à un effort d’annotation à réaliser et d’essayer d’appréhender l’organisation des analogues 
de gènes de résistances chez cette espèce.  
C4. RESULTATS OBTENUS 
Un premier  lot de 21  clones BAC a  été  séquencé  en  2010  en  sous‐traitance  (GATC‐Biotech, 




seconde  solution  s’est  avérée plus  efficace dans  le  cadre d’un  séquençage de novo  avec un  certain 
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ANNEXE 3  
Compte‐rendu plus détaillé, sous‐projet 3 « Gènes candidats »  
C3. APPROCHE SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE 
Matériel végétal 
Les plants greffés ont été élevés au Brésil (Plantation Michelin de Bahia, Ituberá) pour les 
génotypes MDF180 (résistance partielle stable) et PB314 (sensible) et en Guyane (Kourou, France) pour 
les génotypes RO38 (résistance contournée) et PB260 (sensible). La face inférieure des feuilles (stade 
B2) des plants a été inoculée suivant le même protocole sur les deux stations expérimentales, avec une 
suspension à 2x105 conidies/mL (Mattos et al. 2003). Le succès de chaque infection a été vérifié 12 
jours après inoculation (ai) par l’évaluation visuelle des symptômes.   
Les folioles inoculées et non-inoculées ont été collectées à différents temps après inoculation (ai) : à 6, 
12, 24, 48, 72, 96 h ai puis tous les 6 j jusqu’à 58 j ai pour les génotypes MDF180 et PB314 ; à 6, 12, 24, 48 
et 96 h ai, pour les génotypes RO38 et PB314.   
 
Construction des banques différentielles 
Des banques différentielles de type SSH (Suppressive Substractive Hybridization) ont été 
construites pour répondre à deux objectifs : 1. Isoler les transcrits surexprimés à différentes phases du 
processus infectieux (MDF180 et PB314) ; 2. Isoler les transcrits sur- et sous-exprimés au cours des 
phases précoces de l’infection (RO38 et PB260). 
Les ARN de chaque échantillon ont été extraits avec le réactif Concert™ Plant RNA (Invitrogen 
Corporation, Carlsbad, USA) puis regroupés de la façon suivante :  
- En trois lots correspondant aux phases précoces (de 6 à 72 h ai), intermédiaires (de 4 à 28 j ai) 
ai chez MDF180 et PB314) et tardives (de 34 à 58 j ai chez PB314) de l’infection, pour chacun 
des clones MDF180 et PB314 
- En un seul lot correspondant aux phases précoces de l’infection (de 12 à 96 h ai) pour chacun 
des clones RO38 et PB260 
Les extraits issus de feuilles témoin non-inoculées ont été regroupés de la même façon. 
 
Séquençage et analyse bioinformatique 
Les banques MDF180 et PB314 ont été séquencées à l’Université de Santa Cruz (Ilhéus, Bahia) 
avec un séquenceur capillaire MegaBACE™ 1000 (Amersham Biosciences). Les banques RO38 et 
PB260 ont été séquencées par sous-traitance à la société GATC Biotech. Le pipeline ESTtik 
(http://esttik.cirad.fr ; (Argout et al. 2008)) a été utilisé pour le nettoyage des séquences, l’assemblage 
des contigs et l’annotation  
 
3.4. Macro-arrays 
Après assemblage des contigs, des « sets unigènes » constitués des singletons et d’une séquence 
représentative de chaque contig (la plus longue) ont été définis pour chaque banque. Pour chaque  
« set unigènes », les ESTs ont été amplifiés par PCR et spottés sur membranes de nylon, à haute 
densité. Au final, 8 sets unigènes ont été déposés sur membrane correspondant aux banques SSH1, 
SSH2, SSH3, SSH4, SSHA, SSHB, SSHE et SSHF (tableau SP3.1). Les membranes ont été hybridées au 
CIRAD à Montpellier (UMR-dap) avec des cibles radio-marquées  (P33-cDNAs) comme indiqué dans 
le tableau SP3.1. Les hybridations et leur analyse ont été menées indépendamment pour les couples 
MDF180 / PB314 et RO38 / PB260. 
 






















_ _ Folioles inoculées et non-
inoculées à 24, 48 et 96 h 
ai 
Folioles inoculées et non-
inoculées à 24, 48 et 96 h 
ai 
 
A partir des données brutes d’hybridation, une méthode de normalisation non paramétrique 
et dépendante de l’intensité basée sur l’identification d’un groupe de gènes self-consistent (self-
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consistent set ; SCS) a été utilisée (Dawes and Glassey 2007). Le SCS représente tous les gènes dont 
l’expression est constante quelques soient les conditions testées (avec ou sans inoculation par M. ulei, 
âge de la lésion, génotype). Les taux d’expression de chaque gène (exprimé en log2) ont ainsi été 
normalisés et statistiquement analysés (ANOVA) de façon à supprimer les gènes dont l’expression 
présentait une grande variabilité entre répétition. Les effets génotypes, temps ai, motif inoculé / non-
inoculé et leur interactions ont été analysés. Seuls les gènes présentant une différence d’expression 
significative à 0.01% pour au moins un des effets, ont été retenus. A partir des moyennes des 
expressions, les ratios infecté : sain et résistant : sensible ont été calculés et les gènes présentant des 
ratios d’expression relative inférieurs ou égaux à -2 et supérieurs ou égaux à 2 pour au moins 1 des 
temps après inoculation ont été sélectionnés. Le regroupement en cluster des gènes présentant le 
même profil d’expression a été obtenu grâce au programme CLUSTER package analysis (Eisen et al. 
1998) et visualisé grâce au programme TreeView. 
 
Etude d’expression par RT-qPCR 
Une sélection d’EST-SSH choisies d’après leurs homologies de séquence a été analysée par RT-
PCR en temps réel, afin de préciser leur différentiel d’expression lors de l’interaction Hevea / 
Mycrocyclus.  
Sur le couple PB260 / R038 , l’analyse a été réalisée à 6, 12, 24, 48 et 96 h ai, avec la souche 
CCGE 1.2.01 (la souche initialement utilisée pour la construction des banques ayant été perdue).   
Sur le MDF180 et PB314, une analyse préliminaire a été réalisée à 12, 24, 48, 96 h ai et 10 j ai avec la 
souche FTP39 (souche utilisée pour la détection de QTL chez MDF180-Guyane). 
Les cDNA, synthétisés à partir d’1 µg d’ARN soigneusement traités à la DNAse, ont été 
amplifiés en thermocycleur (BioRad iQ5) en présence de SYBR-Green pour la détection en temps réel 
des produits d’amplification. L’expression des gènes cibles a été normalisée par rapport à l’expression 
d’un gène de référence d’actine. L’expression relative (motif inoculé vs non inoculé) a été calculée 
selon le model d’analyse de Pfaffl et validée par un test statistique (ANOVA, P>95%) à partir de 3 
répétitions (3 extractions d’ARN indépendantes). Pour le couple MDF180/PB314, l’analyse reste 
préliminaire en l’absence de répétitions biologiques et donc de validation statistique. 
 
C4. RESULTATS OBTENUS 
Banques d’EST 
Onze banques ont été construites. Le détail de chaque banque est fourni dans le tableau SP3.2. 
L’assemblage en contig de la totalité des séquences brutes (reads) a permis d’identifier 5509 singletons 
et 1349 contigs, soit un set de 6858 EST. En raison d’un grand nombre de séquences présentant des 
homologies pour des fonctions non connues (après utilisation de la version initiale du pipeline ESTtik, 
CIRAD), une nouvelle annotation des séquences est en cours utilisant plusieurs bases de données 
(protéome d’Arabidopsis, SwissProt+EMBL, NR Genbank et NT). Cette annotation nous permettra de 
faire une interprétation fonctionnelle des groupes de gènes associés à la réponse à l’infection chez 
PB260, PB314, RO38 et MDF180. 
 
Tableau SP3.2 : descriptif des banques SSH produites dans le projet 
Banque Combinaison soustractive 
(tester vs driver) 
Temps Expression attendue du clone 
EST pendant l’infection 
SSH1 MDF180 inoculé vs MDF180 non-inoculé 6 à 72 h ai ↑ MDF180 
SSH2 PB314 inoculé vs MDF180 non-inoculé 6 à 72 h ai ↑ PB314 
SSH3 MDF180 inoculé vs MDF180 non-inoculé 4 à 28 j ai ↑ MDF180 
SSH4 PB314 inoculé vs MDF180 non-inoculé 4 à 28 j ai ↑ PB314 
SSH5 PB314 inoculé vs MDF180 non-inoculé 34 à 58 j ai ↑ PB314 
SSHA PB260 inoculé vs RO38 inoculé 12 à 96 h ai PB260 > RO38 
SSHB RO38 inoculé vs PB260 inoculé 12 à 96 h ai RO38 > PB260 
SSHC PB260 inoculé vs PB260 non-inoculé 12 à 96 h ai ↑ PB260 
SSHD PB260 non-inoculé vs PB260 inoculé 12 à 96 h ai ↓ PB260 
SSHE RO38 inoculé vs RO38 non-inoculé 12 à 96 h ai ↑ RO38 
SSHF RO38 non-inoculé vs RO38 inoculé 12 à 96 h ai ↓ RO38 
 
 
La comparaison des banques SSH, construites à partir de feuilles infectées entre 6 h ai et 4 j ai 
(Fig. SP3.1) chez les 4 génotypes, révèle un faible nombre de séquences identiques à 2, 3 ou 4 banques. 
Une analyse plus fine de quelques gènes cibles (sélectionnés sur leur fonction) permettrait d’identifier 
les causes de ces différences : différents fragments d’un même gène dans des banques différentes, 
allèles, paramétrage de l’assemblage… 
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Figure SP3.1 : Comparaison des banques SSH1, SSH2, SSHE, SSHC correspondant à des gènes potentiellement 
surexprimés entre 6 et 96 heures chez MDF180, PB314, PB260 et RO38. La comparaison a été établie à partir des 
résultats de l’assemblage en contigs de l’ensemble des séquences brutes (reads) des 11 banques SSH. 
 
 
3.2. Sélection de gènes candidats 
Résultats d’analyse d’expression des EST-SSH issues des banques PB314 vs MDF180 (UESC). 
Trois cent douze gènes dont le ratio du niveau d’expression était supérieur à 2 ou inférieur à -
2, entre au moins 2 traitements, ont été considérés comme gènes candidats, différentiellement 
exprimés. L’analyse par le programme CLUSTER a révélé 12 groupes (ou clusters) de gènes (Fig. 
SP3.2). Les clusters I, II, III, IV et V comprennent 169 gènes (54.5%) surexprimés dans les jeunes lésions 
de MDF180, suivi d’une réduction du nombre de transcrits comparativement aux lésions de PB314. 
Les cluster VI et VII sont composés de 32 gènes (10%) et se caractérisent par une augmentation 
d’expression dans la phase intermédiaire de l’infection chez MDF180. Le cluster VIII regroupe 25 
gènes (8%) surexprimés chez PB314 dans la phase tardive d’infection. Les clusters IX et X 
comprennent respectivement 15 et 32 gènes (5 et 10%) surexprimés dans la phase précoce ou 
intermédiaire chez PB314. Les cluster XI et XII sont constitués de 39 gènes (12.5%) induits dans la 
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Figure SP3.2 : Dendrogramme des profils d’expression des gènes différentiellement exprimés entre MDF180 et 
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Analyses d’expression des EST-SSH issues des banques PB260 vs RO38 (Cirad).  
Les analyses d’expression par macro-arrays ont conduit à l’identification d’un set de 177 gènes 
candidats différentiellement exprimés au cours de l’infection chez PB260 ou RO38 (Fig. 2). Les 
répétitions ont été intégrées dans l’analyse pour une sélection plus rigoureuse des gènes 
différentiellement exprimés. Les 177 gènes identifiés sont sur- ou sous-exprimés de façon distincte 
entre génotypes, mais aussi de façon différentielle au cours du temps après infection (Fig. 2). Les 
gènes surexprimés uniquement chez RO38 sont au nombre de 27, et les sous-exprimés au nombre de 
17, contre 54 surexprimés et 62 sous-exprimés chez PB260. Par ailleurs, on trouve 7 gènes à la fois 
sous-exprimés chez RO38 et surexprimés chez PB260. Inversement, 4 gènes sont surexprimés chez 
RO38 et sous-exprimés chez PB260. 
Au niveau fonctionnel, globalement, il apparaît une induction plus importante du nombre de 
gènes chez le génotype sensible PB260, probablement, en partie liée à une invasion mycélienne des 
tissus 96 h ai. Dans le même sens, on constate une inhibition de 27 gènes chez P260 dès 48 ai, alors que 
seulement trois sont réprimés chez RO38. Avec l’annotation de ces gènes réalisée à partir de Blast sur 
différentes bases de données, une analyse fonctionnelle des voies induites ou réprimées par l’infection 
sera faite. Au total, ce sont donc 312 + 177 = 489 gènes candidats pour lesquels des marqueurs 
génétiques devraient être développés pour leur intégration dans les cartes génétiques. 
 
 
3.3.Validation par PCR en temps réel de l’expression de quelques gènes candidats 
Une sélection d’EST-SSH correspondant à sept gènes de défense (Glucanase, Chitinase, 
Peroxydase, ACC oxydase, Défensine, Glutathion S-transférase, Hévamine) et sept homologues de 
gènes de résistance (gènes R) comportant un domaine LRR (Leucine Rich Repeat) a été analysée par 
RT-PCR en temps réel, en cinétique post-inoculation (point-par-point), sur le couple PB260-RO38, et 
de manière plus préliminaire sur le couple PB314-MDF180.  Le tableau SP3.3 récapitule les résultats 
d’expression relative obtenus (inoculé vs non inoculé). La figure SP3.4 illustre le résultat obtenu pour 




Tableau SP3.3 : Bilan des gènes modulés par l’inoculation.  
  PB260 / RO38* PB314 / MDF180** 
  Cinétique : 6, 12, 24, 48 et 96h pi Cinétique :12, 24, 48, 96 h et 10 j pi 

















E42 Gène R 6 h 4,9 RO38   0 
E132 Gène R 24 h 26 PB260 Na 
E23 Gène R 0 Na 
E51 Gène R 0 Na 
E61 Gène R 0 Na 
E92 Gène R 0 Na 
E102 Gène R 0 Na 
Gluc Glucanase 6 h 5,2 RO38  500 10 j MDF180 
Hb-P1 Peroxydase 6 h 6,3 RO38 0 
P45 ACO 24 et 48 h 17 PB260 0 






Chit Chitinase 0 24  
12 et 14 
24 h 
24 h et 10j 
MDF180 
PB314 
Hev Hevamine 0 0 
 
GST Glutathion  
S-transférase 
0 0 
Qr : Expression relative (inoculé vs non inoculé) normalisée par rapport à l’actine.  
* Résultats confirmés statistiquement, sur 3 répétitions (ANOVA Tukey HSD, P > 95%) 
** Données indicatives (pas de répétition). Donnée manquante pour MDF180 à 96h pi. 




Parmi les 7 homologues de gènes de résistance testés, seul deux ont montré des variations 
d’expression relative significatives. Le gène E42 (Fig. SP3.5) présente une surexpression significative 
au temps 6 h ai, chez le clone résistant uniquement (RO38). Aucune variation significative n’a été 
observée sur le couple PB314/MDF180, mais il faut souligner que les conditions expérimentales 






















 Figure SP3.4 : Expression relative du gène NBS-LRR E42 en réponse à l’inoculation 
chez RO38 (tolérant) et PB260 (sensible), au temps de cinétique 6, 12, 24, 48 et 96 h 
post-inoculation avec la souche CCGE 1.2.01. Test statistique réalisé sur 3 répétitions 
(ANOVA, test de Tuckey), avec un intervalle de confiance de 99%. 
 
 
Le gène E132 est quant à lui surexprimé au temps 24 h, mais uniquement chez le clone sensible 
PB260. Une cinquantaine d’EST homologues de gènes de résistance disponibles dans nos banques 
différentielles restent encore à analyser. 
En ce qui concerne les gènes de défense, une surexpression au temps 6 h a été observée,  chez le 
clone résistant uniquement,  pour les gènes de peroxydase et b-1,3 glucanase. Le gène d’ACC oxydase 
présente une augmentation d’expression relative aux points 24 et 48 h pour le clone PB260, qui 
pourrait être due à une dé-répression de l’expression du gène chez le clone sensible suite à 
l’inoculation.  Plusieurs gènes (b-1,3 glucanase, chitinase) ont montré une surexpression très 
significative à 10 j ai (ce qui correspond à la période de sporulation), et supérieure chez le clone 
tolérant MDF180 comparativement au sensible PB314.  
 
C5. DISCUSSION  
Conformément aux objectifs initiaux, un large groupe d’EST différentiellement exprimés a été 
produit  à partir de différentes  sources de  résistances/sensibilité. Les EST‐SSH obtenues  constituent 
une  ressource moléculaire nouvelle qui pourra  être  exploitée pour  l’analyse  fonctionnelle de voies 








différentiel  d’expression  entre  résistant  et  sensible,  et  donc  de  valider  la  démarche  «  SSH  »  pour 
l’identification de gènes candidats impliqués dans la tolérance à Microcyclus. Pour d’autres, l’absence 
de différentiel d’expression en RT‐qPCR peut s’expliquer par différentes contraintes techniques telles 
Référence du formulaire : ANR-FORM-090601-01-01  33/34 
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que l’utilisation de souches différentes pour la construction des banques SSH et pour la validation en 
qPCR, ou la forte variabilité d’une inoculation à une autre, qui nécessiterait un plus grand nombre de 
répétitions  biologiques.  La  validation  par  qPCR  devra  être  élargie  aux  EST‐SSH  sélectionnées  par 
macro‐array (ou du moins une sélection représentative). 
Le très faible nombre d’ESTs communes aux banques RO38 et MDF180 pourrait être dû à des 
mécanismes  de  résistance  distincts,  impliquant  des  gènes  ou  des  cinétiques  d’expression  très 
différents.  Il  sera donc  intéressant,  lors de  la  validation de  l’expression des EST  par RT‐qPCR, de 
poursuivre  la  comparaison  de  ces  deux  sources  de  résistance,  cette  fois  avec  la  même  souche  et 
suivant une cinétique de prélèvement identique dans les 2 cas (de 6h à 10j).  
 
 
 
